


































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































7S 1００ 48.2 105.3 108.7
Ｔ プ 85.8 86.5 90.0 115.6
2/１ 1懲1６ 0.55 1.17 ０噸9４
脇 坂7０
PKD1隣接遺伝子症候群が疑われ，以上の遺伝子解析結果と一
致する．上記，同定された８つのTFC遺伝子変異のうち５例
(症例５，６，７，８，９）に関してはこれまでに報告のない新規の
変異であった．この他，遺伝子多型が6例で８種類検出された
(表6)．
ダイレクトシークエンス法により合計14個の遺伝子変異お
よび多型が同定されたが，SSCP，ＨＤ単独による検出率は各々
6/１４(43％)，５／１４(36％）であった．しかし，SSCＰによる検
出と，ＨＤによる検出は，症例４の7Ｍａエクソン４１の18塩
基欠失と，症例８の7Ｍ２，エクソン33の17塩基挿入以外は重
複しなかったため，ＳSCP／ＨＤによる全体の検出率は９/１４
(64％）となった．さらに14個の変異・多型のうち１塩基置換の
10個に限定してみると，各々の検出率はSSCＰ４／１０(40％)，
ＨＤ１／1０（10％）であり，ＨＤで検出率が低下する傾向が伺
えた(表7)．
遺伝子型と臨床型との相関については，７SCI変異が同定さ
れた患者２名（症例７，９）は精神遅滞を伴わず，ＴＭ２変異が同
定された患者（症例１，４，５，６，８）に比べ，明らかに軽症であ
った（表2)．また血液には変異を認めず腫瘍細胞にのみ71SC2
遺伝子変異を認めた症例10は，全身検索を行ったがSEGA以外
には全く耐Ｃの症状を呈していなかった．７FC2大欠失の症例
1は臨床的にはT1SC2／PKD1隣接遺伝子症候群に合致した．そ
の他の719⑰患者(症例４，５，６，８)間では臨床症状に明らかな
差は認められなかった．
報告から，７Ｍ遺伝子変異解析におけるＳSCPやＨＤの感度は，
条件を調整したとしても６０％程度にとどまるものと考えられ
る．今回の検討では，ＳSCPとＨＤを同時にそれぞれの至適条
件で行うことで，検出率は64％に達しており初期の論文と照
らし合わせても，筆者のアッセイは一応の水準に達していると
考えられる．ゲルや泳動の条件を変えたとしてもこれ以上飛躍
的な向上は望めないことが予想され，むしろ単独の施行で約６
割に簡便に変異を検出できることを評価すべきと考えられる．
近年Jonesら25)は，SSCP，ＨＤに加え，サザンブロット，
longPCR法を併用することにより150例中120例(80％）で変異
を同定した．また，Daboraら23)は，変`性高速液体クロマトグ
ラフィー（denaturinghighpelfOrmanceliquidchromatography，
dHPLC）にlongＰＣＲおよび定量的ＰＣＲを加え，224例中186例
(83％）に変異を検出した．このあたりが世界的にみた71Ｓｃ遺
伝子変異検出率の限界であると考えられる．また，これらの論
文の結果は，ＳSCPやＨＤなどの，エクソン毎のＰＣＲをベース
とする解析方法では検出できない大きな欠失を伴う症例が少な
からず存在することを示している．過去の報告では，７Ｍ２遺
伝子ではサザンブロット法あるいはパルスフィールド電気泳動
法により数％～最大20％の大欠失が検出されている7)15)．また，
これまで7FCZの大欠失の報告は認められなかったが，最近
Longａら33)はイントロン20から３`非翻訳領域に存在するT1SCI
の遺伝子内大欠失の３例を報告した．今回，我々もlongPCR法
およびサザンブロット法を併用する事で，大欠失の２例（サザ
ンブロット法による症例１の耐α遺伝子の大欠失，ｌｏｎｇＰＣＲ
による症例９のT1SCI遺伝子の大欠失）を同定し，最終的には変
異検出率を80％にすることができた．
７FＣ遺伝子変異の解析は既に研究レベルを離れた感がある
とはいえ，このように複数の責任遺伝子が存在し，各々が多
数のエクソンを持ち，変異のパターンが多彩で，かつホット
スポットがない遺伝性疾患の遺伝子診断を臨床応用として一
般的な実験室で行うには時間，コスト，手間など多くの解決
すべき問題が残される．すなわち，特殊な装置を使うことな
く，安価にしかも短時間に結果を出すことが要求される．現
在のところ，患者由来ＤＮＡをエクソン毎にＰＣＲで増幅し，そ
こに含まれる変異を様々な方法で検出するのがスタンダード
なスクリーニング方法である．ゲルに電気泳動をした際の泳
動度の違いでみる方法としてはSSCPとＨＤが最も多用されて
いるが，他にも変性剤濃度勾配ゲル電気泳動（denaturing
gradientgelelectrophoresis,ＤＧＧＥ)，温度勾配ゲル電気泳動
(temperaturegradientgelelectrophoresis,TGGE)，酵素的切
断法などの方法がある．これらの方法はいずれもゲルの組成
や泳動条件によって検出率が変動することが知られている．
複数の条件でゲルを流せばその分検出率は上がるが時間的な
ロスが大きい．今回の方法ではSSCＰとＨＤを同一のゲルで単
一条件で流すことにより，互いに相補的に変異を検出し，変
異検出法としては標準的な感度を達成することができた．
dHPLCを導入すれば検出感度は向上する可能性があり34)，自
動解析機器であるため手間も軽減するが，現状では１千万円程
度を必要とするため，特殊な施設以外には普及していない．
変異の検出感度はどの方法を用いたとしても結局100％には達
しないので，スクリーニングにもれた検体に関しては，ダイ
レクトシークエンシングで塩基配列を決定するしかない．今
後，安価で簡便なスクリーニング法の検出感度がもう少し上
考察
1993年にT1SC27)，1997年に71SCI遺伝子6)がクローニングさ
れて以来，結節性硬化症患者における７１SCI／７１SC2遺伝子変
異解析は急速に進み，欧米では既に大規模な検討が完了してい
る．しかしながら，臨床の現場で個々の症例に対する遺伝子診
断としてZBC遺伝子解析を行うには，時間，手間，コスト，検
出率の問題があり，未だに実用レベルには達していない．また，
現在までに日本人患者の遺伝子変異データの集積は少なく，日
本人特有のTFC変異（ホットスポット変異）の存在や，日本人
患者に特有な臨床症状との相関があるのかに関しては不明であ
る．ＳSCPやＨＤによるスクリーニングのみを用いた初期の検
討によると，Ｔｍ遺伝子変異の検出率は30～60％とばらつき
が大きい22)．最も初期のWilsonら32)によるmSC2遺伝子変異の
検討では，フ1Ｓｃ患者30例を対象として変異を同定できたのは９
例（30％）と検出率は低かった．これは彼らがcDNAを用い逆
転写ポリメラーゼ連鎖反応（reversetranscriptasePCRRr-
PCR）をベースとしたSSCPを行ったことと関係がある．すな
わち，多くのT1SC2変異はｍＲＮＡレベルで不安定となり，細胞
内での分解が促進される結果，ＲＴ－ＰＣＲでは野生型ｍＲＮＡが
優位に増幅されてしまう可能性がある．この点が考慮され，以
後の研究ではどれもＤＮＡを鋳型とし，エクソンごとにＰＣＲで
増幅し解析する方法が採用されている．ＳSCPやＨＤでは，ゲ
ルや泳動用緩衝液の組成，濃度，泳動温度などの条件によって
検出できる変異が異なる．しかし－つの条件で一様に検出感度
を上げることは出来ないため，検出率を上昇させるには，同じ
検体を何度も異なる条件で泳動しなければならず，手技的には
煩雑となり時間のロスも大きい．初期の報告においては泳動条
件や泳動回数が一定していなかったことが，各論文で変異検出
率に差があることの要因になっている．また，これらの過去の
結節性硬化症における７１Ｓｃ遺伝子変異解析 7１
昇し，全翻訳領域のシークエンシングが必要な検体が減るこ
とが望まれる．今回のアルゴリズムでは，ＳSCP／ＨＤ解析後
にダイレクトシークエンシングを行った．しかし，今回の研
究を通してTMI，mSC2の大欠失が日本人でも無視し得ない
頻度で存在することが示されたため，longＰＣＲと定量的サザ
ンブロットで大欠失を除外し，残った症例に関してダイレク
トシークエンシングを行う方がより合理的であると考えられ
る．また，症例10のように腫瘍細胞にしか変異がみられない
体細胞モザイクの場合もありうるので，可能であれば腫瘍由
来の検体を検索することも考慮すべきである．
症例２，３に関しては，臨床的には結節性硬化症確実例であ
りながら変異が同定できなかった．その理由としてはいくつか
の可能性が考えられる．第１に，症例１０と同様モザイク個体で
あり，血液細胞に変異がないか，変異を持つ細胞が少ない可能
性である．この場合は，皮膚血管線維腫など比較的容易に採取
できる腫瘍検体が利用できれば変異が同定できる可能性が高
い．また，腫瘍由来の検体でＬＯＨ解析を行えば，少なくとも
､SCIとmSC2のどちらに変異があるのかを同定できる可能性
がある．第２は，翻訳領域エクソンには変異はなく，遺伝子調
節領域に変異が存在する可能性である．しかし未だに耐C遺伝
子調節領域の変異例の報告はない．最後に，TSC１，７B⑰以外
に結節性硬化症の責任遺伝子が存在する可能性がある．現在の
ところどのような解析手段を用いても患者集団における変異の
検出率は80％程度にとどまることから，第３の遺伝子座が存在
する可能性も否定は出来ない．７１SCIとnSC2はその遺伝子産
物が直接結合することによって働くため，どちらの遺伝子変異
であっても臨床症状は同じになる．この考え方に沿うならば，
第３の遺伝子産物もまた耐ClやTSC2産物と直接会合するか，
少なくとも同一のパスウェイに存在する遺伝子であると推定さ
れる．
臨床症状と遺伝子変化との相関関係についてこれまでの報告
をみると，Daboraら23)はＴＭＩ変異のある症例は，TFC2変異
のある症例に比べ，大脳皮質結節や上衣下結節の数が少なく，
精神発達遅滞やてんかんの合併頻度が低い事，また腎病変や顔
面の血管線維腫も少なく臨床症状が軽度であったと述べてい
る．また，家族例では7FCI変異が多く，弧発例では門⑰変
異が多いとの報告がみられる．２２)35)これはT1SCI変異のある患
者集団では臨床症状がより軽度である事の反映と思われる．な
ぜなら臨床症状が軽度なほど生殖適応度は高くなるためであ
る．今回の我々の検討でも７１SCIの変異が同定された２例は，
明らかな精神発達遅滞や自閉性障害がなく，Z1SC2の変異が同
定された症例に比べて臨床症状が軽度であった．一方で，
Niidaら22)はTSC126家系の解析を行い，１６のTSCI変異と５８の
nSC2変異を同定した．彼らは個々の症例に関して詳細に臨床
症状を比較しているが，耐CI患者が耐⑪`患者に比べて明ら
かに軽症であるという証拠は得られなかった．すなわち個々の
症例に関してみれば，極めて重症なT1SCL患者もいれば，極め
て軽症な乃切患者も存在することから，臨床症状の違いはき
れいに分かれるのではなく，多分に大きく重なり合っているも
のと考えられる．また個々の変異のタイプと臨床症状の相関性
も認められず，ミスセンス変異やインフレーム変異がフレーム
シフト変異や大欠失よりも軽症であるとも言えなかった．家族
例の結節性硬化症では，同一家系内（従って遺伝子変異は同じ）
であっても臨床症状にばらつきがある．親子間の差異は親が体
細胞モザイクであり軽症であった可能性も考えられるが，兄弟
間や一卵性双生児であっても症例ごとに臨床症状のばらつきが
存在する25)36)．すなわち，mSC遺伝子変異だけでは重症度は決
定されず，他の遺伝子の影響や環境要因が症状発現に大きく関
与しているものと推察される．以上により，個々の変異の同定
は個々の患者の臨床症状や予後の予測には繋がらない．集団の
レベルでＴＳＣＬ患者はTSC2患者よりも軽症傾向を示すが，
個々の,患者による個人差も大きい．
日本人の結節性硬化症患者を対象としたTFC遺伝子変異の検
討はこれまでに３つの報告がある．Zhangら37)は38例について
検討し，ＳSCPとダイレクトシークエンス法を用いて18個の新
規の変異と，すでに報告のある４個の変異を５例の患者に同定
した（検出率60％)．彼らの分析の結果，いずれの遺伝子にお
いても特定のエクソンヘの変異の集中はなく，、SCIおよび
7F⑰変異の分布が広範囲にわたることが簡便な遺伝子診断方
法の確立を妨げていること，また，TFCI変異が同定された患
者は，TFC2変異が同定された患者に比べ精神発達遅滞の程度
が軽症であるものの，個々の変異を同定しても臨床的な予後の
予測には繋がらない事を示した．また，Yamashitaら38)は日本
人ＴＳＣ患者弧発例23例，家族例４例を，ＳSCPとダイレクトシ
ークエンス法を用いて検討し，４個のＴＭＩ変異と６個のTSC２
変異を同定し（検出率37％）た．彼らは，ヨーロッパやアメリ
カでの報告と同様に日本人でＭ１SCI変異は家族例で多い事，
逆に弧発例の多くは門⑰変異であると報告した．Ｙａｍａｍｏｔｏ
ら39)はSSCＰ法とダイレクトシークエンス法により変異を同定
した９例(71SCI２例，７Ｍ２７例）を報告している.このうち，
1例の耐Cl変異と５例の719回変異は新規のものであった.ま
た，これまでの報告と同様に，TSCI変異例では乃切変異例
と比較して臨床症状が軽微であることを示した．今回の我々の
検討を含め，これまでの日本人Ｔｍ患者における遺伝子変異の
報告の中で同一の変異はわずかに１個のみであることから，ア
メリカやヨーロッパでの大規模な検討の結果7)22)23)25）と同様
に，日本人においてiMFC遺伝子変異の分布は広範で多種多様
であり，変異のホットスポットは存在しないことが示された
また，７１SCI症例は町⑰症例に比べて軽症である傾向が認め
られるが，変異の種類が個々の症例の症状予測にまでは利用で
きないことも欧米の結果と同様と考えられた．
結論
日本人結節性硬化症10例について系統的なT1SC遺伝子解析
を行い以下の結果を得た．
Ｌ１０例中８例に変異（T1SCI変異２例，乃切変異６例）が同定
された．日本人における７５C遺伝子変異は欧米と同様に多岐に
渡り，過去の報告と合わせても日本人に特有なものは存在しな
いと考えられた．
２．ｍSCI症例はmSC2症例に比べて軽症である傾向が認めら
れたが，これまでの欧米の結果と同様，それぞれの変異が個々
の症例の症状予測にまでは利用できないと思われた．
３．今回用いたSSCP／ＨＤ解析による変異検出率は64％であ
った．単一条件での電気泳動としては，ほぼ期待通りの水準を
満たす結果であった．
４．ＴＳＣ遺伝子変異のパターンには大欠失やモザイクなどのバ
リエーションがあり，全翻訳領域エクソンのダイレクトシーク
エンシングではなお不十分であることが判明した今回の解析
脇 坂7２
では，ｌｏｎｇPCR，定量的サザンブロット法，またモザイク個体
における腫瘍細胞の遺伝子解析を系統的に組み合わせて実施す
ることにより最終的な検出率を80％に上げることが出来た．
５．以上より，実際の臨床の場における７ｍ遺伝子診断の戦略
としては，本研究に用いたような，多種類の遺伝子検査方法を
合理的に組合せた系統的アプローチが必須であると結論された．
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Abstract
Tuberoussclerosiscomplex(TSC）isanautosomaldominantdisordercharacterizedbythedevelopmentofmultiple
hamartomasmainlyinthecentralnervoussystem，ｓｋin,kidney，heartandvirtuallyinvolvinginanyotherorgansofemire
body，Twodiseasecausativegenes，耐Ｃ／ａｎｄＴＦＣ２，wereclonedandmanymutationshavebeenreportedinUnitedStates
andEurope、However,itisstillchallengingtodetecttheindividualmutationineachpatientwithTSC,because,ｌ)thereisno
mutationalhotspotinboｔｈ万CIandmSC2,２）thereisawidemutationaldiversityfromthepointmutationtothelarge
deletionofentiregenes,３)asignificantpopulationofthepatientshasmutationswithsomaticmosaicism、Furthermore,the
sensitivityoftwomajorscreeningmethods,thesingle-strandconfOrmationalpolymorphism(SSCP)andthehetero-duplex
(ＨＤ)analyseswasnotyetbeencertificatedlnthisstudy,IdevelopedanalgorithmicTSCmutationalanalysissystem
includingSSCP/ＨＤ,directsequencing,longPCRandquantitativesouthernblotting,andappliedittotenJapanesepatients
withTSC・TFCImutationsincludingsplicingmutationandlargedeletionweredetectedintwopatientsandmC2mutations
includinglargedeletion，splicingmutation，missensemutationandthreeframeshiftmutationsweredetectedin6patients・
Patient9hadtwodifferentTSCIlargedeletionsasthesomaticmosaiciＳｍ,ａｎｄｐａｔｉｅｎｔｌＯｈａｄ汀C2missensemutationonlyin
thebraintumor、ＴｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＳＳＣＰａｎｄＨＤｗｅｒｅａlsoexaminedThroughthedirectsequencingofwholecodingexons
fOraUpatients,fOurteenDNArealTangementsweredetectedSSCPandHDdetected6/１４(43％)ａｎｄ５/１４(36％)ofthese
reaITangementsasbandshiftsrespectively，Ｎｉｎｅｏｕｔｏｆｌ４(64％)realTangementsweredetectedeithｅｒＳＳＣＰｏｒＨＤＴｗｏ
耐CIpatientsandoneTSC2mosaicpatientshowedlessseveremanifestationscomparedtoothermSC2patients・Takingthese
findingstogetherwithpreviouslyreportedTＳｃmutationsamongJapanesepatients，ｉｔｉｓｃｏｎｃｌｕｄｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｉｓｎｏＴＳＣ
ｍutationalhotspotinJapanesepopulationandthereisaconsiderablenumberpatientsshowinglargedeletｉｏｎｏｆ７ＳＣノｏｒ
耐C2whichisundetectableusingscreeningwithSSCP/HDandsequencingofeachexon、Analgorithmicapproachof
mutationanalysis，whichincludesseveraldifferentmethodsandisarrangedsystematicaｌｌｙａｓｓｈｏｗｎｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，is
indispensabletopelfOrmDNAdiagnosisofTSCaimingfbrclinicalapplication
